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論 文 内 容 の 要 旨

細胞の増殖と機能の調節に関与している田子の作用磯棒の検索は,機能保持細胞の培養維持が困難なこ

ともあって,いまだ十分には行われていない｡マウスのがん化肥満細胞 (mastocytomaP⊥815)紘,その

旺盛な増殖能と共に,肥満細胞としての機能であるヒスタミン･セロトニン等の生理活性物質の産生が良

好に保持され,かつ大量に調製し易い横能保持がん細胞であるO一方,プロスタグランディン(PG)紘,

最近オータコイドの一つとして細胞の増殖や生理活性の調節における役割が注目されており,肥満細胞に

おいてもそのSRS⊥Aやヒスタミンの分泌を介してのI塑アナフィラキシー炎症の形成過程にも関与して

いる可能性が推定されているが,その詳細はいまだ明らかではなく,その解明が望まれてJいる｡そこで著

者は,がん化肥満細胞を用い,PGの細胞増殖と機能に対する作用,PGの細胞受容体反応と細胞内情報

伝達物質である cAMPとの関連を検討するとともに,～PGの細胞受容体の部分精製を行ったo

(Ⅰ) 肥満細胞におけるプロスタグランディンの生理活性調節

対数増殖期にあるがん化肥満細胞の増殖は, PGの添加により抑制され, その効果は PGEl≧PGE2>

PGⅠ2>PGAl≧PGF虫α bJt匠であったOこの PGの増殖抑制作用は,cAMP分解酵素 (PDase)の阻害剤で

ある 1二methyi-3-isobutyLⅩanthine(MIX)の酎 腔 増強されること, また,細胞内の cAMP含量を

増加させる作用のある adenos穣eあるいは N8,02f-dibutyrylCAMP(DB-CAMP)によっても増殖が抑

制されること,更に,増殖抑制効果と細胞内cAMP含量の変化とが良い対応を示すことから,PGの細胞

増殖抑制活性は cAMPを介する作用と考えられるO一方,細胞増殖の抑制と同時にヒスタミン生成∴肥

満細胞プロテアーゼ活性,･酸性多糖体への 35Sの取り込みが著しく克進し これらの活性が DBrcAMP

や M王Ⅹの添加で増強され,cycloheximideで抑制されることから,PGが cAMPJ増加反応を介しこれ

ら肥満細胞の機能活性を充進する･ことを明らかにしたo

CaB+-ionophore:A23187による ヒスタミン遊離時の cAMPと内因性 PGsとの関連を検討した結

果,､細胞をこ添加した PG白澤l≧E2>Ⅰ2>Al≧F紬) 紘,A23187さよるヒスタミソ遊離を抑翻し,同時に,
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cAMP生成反応を促進したOまた,A23187は 46Ca丑+ の細胞内への取り込みを促進するとともに basal

串よび PGElによる cAMP生成反応を阻害した｡一方,'A23187の添加によりPGs(El他)含量およ

び 14C-arach主donicAcid(AA)からの E-type14C-PGの生成が促進し, 同時に AAを多く含むリゾ

脂質 (特に phosphatidylcholine,phosphatidylinositol)の代謝が克進したCまた,これらの変化はDB-

cAMPの投与により抑制された.これらの結果より,肥満細胞のヒスタミ1/遊離反応において∴内因性の

PqsとcAMP,CaB+ との間に相互にフィードバックシステムが存在するものと考えられる.

(Ⅰ)プロスタグランディン受容体とcAMP生成反応

がん化肥満細胞の PGEl受容体反応を 3H-PGElを用いScatchardPbtにより解析した結果;特異的

結合受容体は二軽焼存在し (Kd:2.14×10~9M,1.05×10~8M),その結合部位での特異性は PGEl≧

PGE2>,PGF雪α≧PGAlの順で,各々による cAMP含量の増大効果の順序と一致することが判明したo

PGElによる cAMP生成反応は,添加後30秒で最大値を示した後, 速やかに減少し, いわゆる脱感作

(refractorines岳)現象を示した｡ この減少は, PDase阻害剤の添加で解消され,refractoriness現象と

PDaseとの密接な関係を明らかにしたO 更に,refractoriness現象を示す cAMP生成反応が反応温皮

(00-370)に依存していることを兄い出し,230以上で refractoriness現象が発現すること,それ以下で

は cAMP増加反応は温度に比例していることを兄い出したOなお,cAMP生成反応の初速度および与H-

PGElの受容体結合反応は,共に370で最大であった｡また,PGEl処理細胞に 370-00の温度処理を行

うと,結合した PGEl量は不変であるが,細胞内 cAMP含量は370のそれに比して減少し,この減少は

MIXの添加により抑制された.また,細胞に230以下の温度処理 (370-230以下-370)を行うことに

よりrefractoriness現象が解消された｡更に,PGEl処理数分後に PDase活性の増大が認められたo以

上の結果は,PGによる cAMP生成調節反応の一つとして考えられるrefractoriness現象が,膜結合性

の PDase活性の増大と, PGElの結合による細胞膜の性状の変化によることを示唆するも甲と考えられ

る｡

(Ⅲ) プロスタグランディン受容体の部分精製と諸性質

本細胞より単離した膜画分に含まれる PGEl.受容体の諸性質は,3H-PGElの結合飽和時間の早さ,解

離の遅延などを別として細胞レベルで調べた受容体の請性質と良く一致した｡PGEl受容体の単離報告は

いまだないのでそれを試みたところ,受容体は非常に不安定であるが,リガンドとの結合により安定化さ

れることが判明した｡SH-PGElと結合した膜画分受容体は,Sepharose6Bカラムで excludeされるが,

TritonX-100あるいは NonidetP40処理により年子量約14万に可溶化され,SDSゲル電気泳動の結鼠

更に分子量約2.5万の 3HrPGEl結合ペプチドが得られたor方,PGEl未結合受容体は,TritonX-100

処理により3H-PGEl結合能が著しく減弱したO 同様に,膜画分受容体は,低濃度の PhospholipaseA2

(PLA2) や PLC処理により3H-PGEl結合活性を失なうが,3H-PGEl結合受容体は酵素処理に著しく抵

抗した｡更に膜画分受容体は,500以上の熱処理や trypsin等の処理によっても 3H-PGEl結合能が低

下した｡以上の結果から,がん化肥満細胞の PGEl受容体は nPOPrOtein様の性質を有し,受容体周辺の

構造を結合反応に必要とし,リガソトが結合する事によりその構造が安定化されるものと思われるO

以上の諸事実おち著者昧 -がん化肥満細胞に対するPGによる細胞増殖抑制効果とヒス一歩iy等努生理
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活性物質の生成促進効果および分泌抑制効果を認めた｡更に,これらの作用がPG受容体を介するcAMP

の生成によるものであることを明らかにし 今まで単離されていないPG受容体の部分精製に成功した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

がん細胞の増殖機構のために細胞の分裂と機能分化との相互調節の仕組ならびにこれに関与する細胞内

外の調節因子の検討が今日強く要望されているoLかし,かかる研究に適切な機能腫癌細胞株の種棟は少

ないためその検討は十分には行われていない｡著者はマウスのがん化肥満細胞 (mastocytomap-815)

(MC)が旺盛な増殖能と共に正常肥満細胞め機能発現であるヒスタミン,-バリン産生能等を低値ながら

保持していることに注目し, MC を用いて検討を行い以下の成果を得た｡ (1)MC の増殖は prosta一

glandin(PG)の培地-の添加さより抑制され, その効力の強さは PGEl≧PGE2>PGAl≧PGF2d の順で

あったOこの PGElの作用は cAMPの分解酵素 (CAMPphosphodiesterase,PDase)の阻害剤 Lme-

thyl-3-isobuty1-Ⅹanthine(MIX)の添加で著明に増強され,且つ増殖抑制効果と細胞内 cAMP量の増

大とが良く対応した.一方,PGによる増殖抑制と共に,細胞内ヒスタミン生成, 〔35S〕SOま~の酸性多糖

体へのとりこみが克進し,これらの反応も MIXにより増強されたことから,PGはcAMPを介してMC

の増殖を抑制も,且つその機能をも克進していることが分ったO(2)PGElは Ca2+存在下,Ca5'iono-

phoreA23187によるMC藩 らや ヒスタミン遊離を抑制したoまた A23187添加により細胞内PGE量

及び 14C-アラキドン酸からの 14C-PGE望生成ならびに 14C-アラキドン酸を含む 1)ン脂質の代謝が克進し

た｡また,これらの変化は dibutyrylcAMPの添加により抑制された.従って MCからのとチタミソ遊

離には,膜.)ソ鹿質,Caゎ,PG,cAMPが相互に関連して作用している可能性が示唆されたO(3)MCに

は PGEl受容体が2種 (Kd-2.14×10ー9M .と 1.05×10~8M)があり,PGに対する特異性は PGEl≧

PGE9舞PGFBa≧PGAl≧PGD2≧PGI2の順であったが,cAMP増強能は PGI2は PGElより造かに強大で

あり,PGEl受容体とは異なる PGI丑受容体の存在が示唆されたO(4)PGElの cAMP生成反応には不応

現象 (refr革CtOriness)がある.それが MIX添加で解消され 且つ PGEl･添加2分以内に PDase活性

が著明に増大するので,不応現象は PDa･se活性と密接に関連しているQまた不応現象は MCの.(370-

20O-370)の温度処理でも解消するのでPGElの膜受容体結合による膜の性状変化も不応に関与している

ことを明らかにしたO(5)受容体の PGEl結合旺よる安定化を利用して MCの PGEl受容体の分離を試み,

細胞のTriton-Ⅹ-100処理車こより分子量約14万の蛋白質と,その SDS処理により分子量約3万のペプチ

ドとを得てその性状の⊥端を明かをこしたo

以上の成果はがん化肥満卵胞の PGによる cAMPを介しての増殖と橡能分化との相互調節機構ならび

に肥満細胞よりのヒスタミン遊離における PG,cAMP系による自家調節機構の一端を解明したものであ

る｡

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認定する｡
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